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蝶 旺 吞食 过 程 中 土壤 理化 性 质 与 放 线 菌 多 样 性 的 变化 
特征 
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摘要 :为 探 明 土壤 理化 性 质 与 放 线 菌 多 样 性 在 蚜 曙 知 食 过 程 中 的 变化 特征 ,将 蝗 颗 生活 土壤、 肠 道内 容 物 和 时 业 视 作 蝗 颗 吞 食 
前 .中 ,后 阶段 的 3 种 特殊 生境 土壤 ,采用 纯 培养 法 分 离 纯 化 3 阶段 中 的 放 线 菌 ;克隆 文库 法 分 析 3 阶段 中 的 放 线 菌 多 样 性 ; 国 
标 法 测定 吞食 前 .中 、 后 土壤 的 基本 理化 性 质 ; 并 利用 主 成 分 分 析 与 相关 性 分 析 法 分 析 土 壤 理化 性 质 与 放 线 菌 多 样 性 的 相关 性 。 
结果 显示 :从 生活 土壤 、 肠 道内 容 物 和 晒 凑 中 分 别 获得 27 株 、15 株 和 17 RRA ,形态 .培养 特征 及 16S rDNA 序列 鉴定 生活 土 
壤 放 线 菌 分 为 链 才 菌 属 拟 诺 卡 氏 束 丝 放 线 菌 属 , 肠 道内 容 物 和 旦 凑 放 线 菌 均 属 链 霉菌 属 ; 放 线 菌 多 样 性 从 生活 土壤 、. 电 
3€ . 肠 道内 容 物 依次 递减 。 生 活 土壤 文库 含 40 个 OTUs ,分 为 11 科 , 未 知 菌 占 24% ,类 诺 卡 氏 菌 科 是 优势 菌 群 ; 肠 道 内 容 物 文 库 
含 20 个 OTUs ,分 为 6 科 , 未 知 菌 占 3.3% , 微 杆 菌 科 是 优势 菌 群 ; 晤 凑 文 库 含 30 个 OTUs ,分 为 6 科 , 未 知 菌 占 11.7% , 链 霉菌 科 
是 优势 菌 群 。3 种 土壤 全 磷 含 量 无 显著 差异 ,生活 土壤 其 余 理化 含量 均 最 低 , 肠 道内 容 物 速效 氮 含 量 最 高 ,是 妆 的 有 机 质 、 全 
氮 、 钾 及 有 效 磷 、 钾 含量 最 高 。 主 成 分 分 析 和 相关 性 分 析 显示 : 蝶 是 吞食 过 程 中 ,土壤 有 效 磷 、 全 所 .全 钾 .速效 钾 和 有 机 质 含量 
对 放 线 菌 多 样 性 影响 较 大 ,其 中 全 所 ` 有 效 磷 与 放 线 菌 多 样 性 显著 负 相关 ,相关 系数 分 别 为 -0.998 -1, 从 而 为 明确 是 是 .土壤 与 
放 线 菌 的 相互 关系 提供 了 理论 依据 。 

关键 词 : 放 线 菌 ;多 样 性 ;是 是; 土壤 理化 性 质 ; 纯 培养 ;16S rDNA 克隆 文库 ; 主 成 分 分 析 ; 相关 性 
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Variations of soil physical-chemical properties and the diversity of actinomycetes 


during the process of swallowing of earthworms 
YUAN Xianghua, ZHOU Yanling, SONG Qingzi, TUO Hongmei, MA Qinqin, WANG Yiding" 
College of Life Science, Sichuan Normal University, Chengdu 610101, China 


Abstract: The aim of the present study is to explore the dynamics of the diversity of actinomycetes and physical and 
chemical properties of soil during the process of swallowing of earthworms. Surrounding living soil of earthworms, intestinal 
contents, and earthworm feces acted as the special habitat soils of prophase, metaphase, and anaphase during the process. 
The pure culture method was used to separate and purify actinomycetes from the three phases, and a clone library was 
constructed to analyze the diversity of actinomycetes. The soil physical -chemical properties in three phases were determined 
according to the national standard. The correlation of physical-chemical properties of soil and the diversity of actinomycete 
was analyzed by using the principal component analysis and the correlation analysis. Results showed that 27, 15, and 17 
actinomycetes were separated from living soil, intestinal contents, and earthworm feces, respectively. Morphological analysis 
and 16S rDNA sequencing showed that actinomycetes from living soil belonged to Actinosynnema , Streptomyces, and 
Nocardiopsis, whereas those separated from the intestinal contents and feces belonged to Streptomyces. The diversity of 


actinomycetes declined in relation to living soil, feces, and intestinal contents. Clone libraries of living soil, intestinal 
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contents, and feces had 40, 20, and 30 operational taxonomic units ( OTUs) divided into 11, 6, and 6 families; 2496 , 3. 
3%, and 11.796 were unknown bacterium. The dominant actinomycetes were Nocardioidaceae, Microbacteriaceae, and 
Streptomycetaceae, respectively. There was no significant difference of total P content between the three phases. The 
physical and chemical properties of living soil were the lowest. The intestinal contents had the most contents of available N, 
whereas feces had the most contents of organic matter, total N and K, and available P. The principal component analysis 
and the correlation analysis showed that available P, total N, total P, available P, and organic matter content of the soil 
had a great influence on the diversity of actinomycetes. There was a negative relationship between the content of available P , 
total N, and actinomycete diversity in the process of swallowing of earthworms , whereas the coefficient was -0.998 and -1, 
respectively. The present study provided a theoretical basis for further research on the relationship among earthworms, soil, 


and actinomycetes. 
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随 着 环境 破坏 的 加 剧 , 人 们 对 土壤 生态 环境 的 保护 意识 日 益 增强 ,探究 土壤 与 生物 间 的 相互 关系 显得 尤 
为 重要 。 虹 是 是 土壤 中 的 主要 动物 类 群 , 通 过 吞食 作用 破碎 土壤 ,并 利用 肠 道 内 的 活性 酶 降解 土壤 有 机 物 ,使 
土壤 肥效 增加 玉 ” 。 放 线 菌 作为 微生物 活性 物质 的 主要 生产 者 ,为 宿主 提供 活性 物质 ,在 是 归 吞食 土壤 过 
程 中 主要 负责 腐 殖 酸 的 形成 ” ,对 土壤 肥力 及 质量 的 改善 至 关 重 要 。 

蝶 电 对 土壤 肥力 的 改良 主要 通过 吞食 作用 完成 ,含有 大 量 微生物 的 土壤 经 是 是 的 吞食 作用 进入 肠 道 ,再 
以 归 状 形式 排出 ,可 将 肠 道 内 容 物 , 电 姜 视 作 特殊 生境 下 的 土壤 。 土 壤 理化 性 质 是 表征 土壤 肥力 质量 的 重 
要 指标 “ ,有 报道 指出 蝗 果 吞食 过 程 中 土壤 理化 性 质 及 土壤 放 线 菌 数量 均 发 生 改变 ”” ,但 放 线 菌 多 样 性 变 
化 特征 及 两 者 之 间 的 相关 性 未 见报 道 。 探 明 是 好 吞食 过 程 中 土壤 放 线 菌 多 样 性 与 土壤 理化 性 质 的 变化 特征 
及 相关 性 ,可 揭示 该 过 程 中 放 线 菌 多 样 性 变化 与 土壤 理化 性 质 的 动态 关系 ,为 土壤 的 生物 修复 提供 理论 依据 。 
本 研究 将 是 晤 生活 土壤 、 肠 道内 容 物 及 是 姜 视 作 是 好 吞食 作用 的 前 .中 \ 后 阶段 ,分 离 纯化 3 个 阶段 中 的 放 线 
菌 ,采用 克隆 文库 法 分 析 3 个 阶段 中 放 线 菌 的 多 样 性 ,并 探究 土壤 理化 性 质 与 放 线 菌 多 样 性 的 变化 特征 , 7 B8 
明 虹 是、 土壤 理化 性 质 、 放 线 菌 多 样 性 的 相关 性 提供 理论 依据 ,对 环境 保护 .土壤 生态 维护 具有 重要 应 用 价值 。 


1 材料 与 方法 


11 样品 采集 及 处 理 

研究 样 地 位 于 四 川 省 成 都 市 青白 江 区 大 同 镇 某 耕 地 (30?41'33"N , 104? 1337" E) , 属 亚 热带 季风 性 湿润 
气候 ,土壤 类 型 为 水 稻 土 类 ,采取 水 旱 轮 作 方 式 ,种 植 作物 为 水 稻 油菜、 黄 算 等 。 

采用 S 形 布点 法 ‘中 于 0 一 20 cm 采集 耕 层 土 壤 , 视 该 土壤 为 蝗 电 生活 土壤 ,并 收集 虹 曙 |, 经 鉴定 ,该 种 蝗 曙 | 为 
FASES EI] ( Pheretima californica)。 将 土壤 混 匀 并 分 为 3 部 分 ,分 别 用 于 测定 土壤 理化 性 质 提 取 土 壤 总 DNA 和 
收集 新 鲜 曙 凑 ,新 鲜 晤 凑 收 集 方法 参考 Haynes 等 由 的 方法 。 所 有 样品 收集 后 迅速 带 回 实验 室 进行 实验 。 

除 净 星 颗 体 表 泥土 后 ,75% 乙 醇 体 表 灭 菌 .无 菌 水 漂洗 3 次 ,解剖 获得 肠 道内 容 物 后 混 匀 。 
1.2 基本 理化 性 质 测 定 

除去 星 颗 生活 土壤 、 肠 道内 容 物 及 果 凑 中 的 杂 物 ,自然 风干 后 碾 磨 过 直径 2 mm 和 0.15 mm 筛 , 按 国标 法 
测定 样品 的 基本 理化 性 质 "' 1 ,每 个 指标 3 个 重复 ,SPSS 18.0 对 基本 理化 性 质 进行 显著 性 检验 。 
13 可 培养 放 线 菌 的 分 离 ,鉴定 及 系统 发 育 分 析 
1.3.1 可 培养 放 线 菌 的 分 离 .鉴定 

制备 3 种 样品 的 水 溶液 ,40% .140 r/min 震荡 30 min ,每 个 样品 3 个 平行 ,参照 史学 群 的 优化 方法 分 离 、 
Alec T. , 按 阮 继 生 的 方法 鉴定 .合并 相同 菌株 。 
1.3.2 ”可 培养 放 线 菌 16S rDNA 序列 测定 

酶 法 提取 菌 体 总 DNA ,以 细菌 16S rRNA 基因 通用 引物 27F(5'-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3') 和 1540R 
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(5'-AAGGAGGTGATCCAACCGCA-3! ) 0 进行 16S rDNA PCR 扩 增 , 扩 增 体系 :12.5 uL 2xPCR Mix; 引 物 各 1 
uL; DNA 0.5 uL; 双 莹 水 10 pnL ,反应 程序 :94% 预 变性 30 s,94% 变性 10 s,55% 退火 1 min ,72%C 延伸 1 min ,30 
个 循环 ,72% 延伸 10 min ^, PCR 产物 经 电泳 检测 后 送 上 海 生 物 工程 技术 公司 测序 。 
13.33 可 培养 放 线 菌 的 系统 发 育 分 析 

通过 BLAST 程序 选取 与 所 得 16S rDNA 序列 相近 的 模式 菌株 基因 序列 ,用 MEGA 5.0 根据 N-J 法 构建 系 
统 发 育 树 , 自 举 值 为 1000 !°! ,Acidimicrobium ferrooxidans ( U75647. 1) 作 外 和 群 。 
14 放 线 菌 16S rDNA 克隆 文库 的 构建 
1.4.1 放 线 菌 16S rDNA 的 扩 增 、 纯 化 

SoilGen DNA Kit 提取 总 DNA 并 作为 模板 , XC AX Wi 16S rRNA 基因 特异 性 引物 F243 (5'- 
GGATGAGCCCGCGGCCTA-3') ; R513(5'-CGGCCGCGGCTGCTGGCACGTA-3') U 扩 增 3 种 样品 的 放 线 菌 168 
rDNA , PCR 体系 及 程序 参照 韩 俊 的 方法 :2 ,产物 经 电泳 检测 后 再 纯化 。 
1.4.2 WÉR 16S rDNA 克隆 文库 的 构建 及 阳性 克隆 筛选 

16S rDNA 连 至 pMD19-T 载体 上 (TaKaRa) ,连接 体系 :pMD19-T Vector 1.0 uL, Solution Í 5.0 iL, Template 
4.0 kL。 连接 产物 转化 感受 态 E. coli DH5a, 蓝 白斑 第 选 后 ' 引 随 机 挑 取 阳 性 克隆 送 成 都 擎 科 梓 巾 生 物 技 术 有 
限 公司 测序 。 
1.5 人 免 培 养 放 线 菌 的 系统 发 育 分 析 

在 线 去 除 16S rDNA "PSI FI (http ;// www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen/ ) x TIK ( o 2d 
(http ;//comp-bio.anu. edu. au/bellerophon/bellerophon. pl) , Clustal-X 比 对 序列 (multiple alignment) ?" , BioEdit 
7.0 分 析 比 对 结果 的 相似 性 '”| ,将 相似 性 三 97.0% 的 序列 划 为 同一 操作 分 类 单元 ( Operational taxonomic unit, 
OTU) 2 ,剔除 非 放 线 菌 OTU, 从 每 个 OTU 中 选 一 条 序列 按 上 文 方法 构建 进化 树 。 
16 放 线 菌 多 样 性 分 析 多 样 性 与 理化 性 质 的 相关 性 分 析 

采用 SPADE(Species prediction and diversity estimation ) ( http://chao.stat.nthu.edu.tw/softwareCE.html. ) 通 
过 Estimated sample coverage „Species richness „Shannon Index „Simpson Index 指数 评估 文库 中 放 线 菌 的 多 样 性 ， 
用 Analytic Rarefaction version http: Z//strata.uga.edu/software/index.html) 绘制 稀释 性 曲线 '*| , Office Excel 2003 
统计 并 处 理 数据 ,SPSS 18.0 进行 理化 性 质 主 成 分 分 析 及 理化 性 质 与 放 线 菌 多 样 性 的 相关 性 分 析 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 基本 理化 性 质 的 分 析 

由 表 1 可 知 ,3 种 样品 的 pH 均 接近 中 性 , 肠 道内 容 物 pH 略 低 ; 肠 道内 容 物 和 是 装 中 的 全 所 、 钾 和 速效 钾 
含量 相差 不 明显 ,但 均 显 著 高 于 是 电 生 活 土壤 , 肠 道内 容 物 和 是 装 中 的 速效 钾 含 量 尤 为 偏 高 ,分 别 为 
0.52 g/kg 和 0.53 g/kg, 是 生活 土壤 的 1.4 倍 ; 有 机 质 和 速效 磷 含 量 在 生活 土壤 上 肠 道内 容 物 和 是 闭 中 依次 递 
增 , 其 中 肠 道内 容 物 和 是 北 中 的 速效 磷 含 量 分 别 是 生活 土壤 的 3.6 和 1.7 倍 ;3 种 样品 的 全 磷 含 量 无 明显 差 


表 1 3 种 样品 的 基本 理化 性 质 
Table 1 Basic physical-chemical properties of 3 kinds of sample 


"T 有 机 质 EX 速效 氮 4 TRU 全 钾 速效 钾 
s d (H0) Total organic C/ Total N/ Available N / Total P/ Available P/ Total K/ Available K/ 
Samples 2 

I I (g/kg) (g/kg) (g/kg) (g/kg) (g/kg) (g/kg) (g/kg) 
生活 土壤 Living soil 6.84 50.6160+2.4912° 0.9800+0.0022P 0.0652+0.0061° 1.1800+0.0191* 0.0270+0.0006° — 11.7850:0.0724^ 0.377140.0181^ 
肠 道 内 容 物 


6.77 64.0047:2.9046^ 1.0810+0.0015° 0.2364+0.0198* 1.2271+0.0111* — 0.0769:0.0005^ 15.4733+0.4692* 0.5202+0.0019° 


Intestinal contents 
HIZ Feces 6.81 72.0453+1.8017* 1.0853+0.0016* 0.1130+0.0056” 1.0607+0.0669* 0.0804+0.0003* 15.9203+0.68843 0.5352+0.0243° 
数据 为 平均 值 标 准 差 (n=3). 同 列 数据 后 标注 的 不 同 字母 表示 差异 显著 ( P<0.05) 
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异 ;速效 氮 含 量 在 肠 道 内 容 物 . 妇 装 和 生活 土壤 中 依次 递减 。 
22 可 培养 放 线 菌 16S rDNA 系统 发 育 分 析 

可 培养 放 线 菌 16S rDNA 系统 进化 树 显示 MEE ERR HY 27 株 放 线 菌 (图 1) ,分 布 于 3 个 属 : 链 霉 菌 
属 Streptomyces ( 25 Ek) , 拟 诺 卡 氏 菌 属 Nocardiopsis( 1 株 ) , 束 丝 放 线 菌 属 Actinosynnema ( 1 Ek) 。 从 肠 道 内 容 物 


87 ,IT26 (KU317907) 
61 |! Streptomyces virginiae (FJ792555.1) 
T34 (KU317910) 
Streptomyces virginiae (FJ481068.1) 
T29 (KU317909) 
57 | 96 | Streptomyces nojiriensis (EUS70616.1) 
100 , T1 (KU317900) 
E Streptomyces erythrochromogenes (AB184746.2) 
68 r- 119 (KU324452) 
A 100 L Streptomyces tanashiensis (AJ781362.1) 
r I5 (KU317901) 
99 L Streptomyces narbonensis (FJ481061.1) 
100 , T11 (KU324451) 
E Streptomyces atratus (EU841683.1) 
1 7] | 123 (KU317906) 
97 Streptomyces parvus (EU741180.1) 
71 65l, T28 (KU324455) 
| Streptomyces flavogriseus (KM678243.1) 
478 T30 (KU324456) 
Streptomyces globosus (EF371433.1) 
34 93 | T42 (KU317915) 
99 | Streptomyces mutomycini (4Q924397.1) 
r— 143 (KU317916) 
99 L— Streptomyces niveus (KF613004.1) 
r— Streptomyces chartreusis (FJ481059.1) 
73 r— T15 (KU317904) 
88 B osi: (KU317914) 
97 L Streptomyces neopeptinius (KJ571076.1) 
100 ,Streptomyces europaeiscabiei (HQ441821.1) 
62 T35 (KU317911) 
Streptomyces bottropensis (NR115571.1) 
100 ! T7 (KU324448) 
Streptomyces diastatochromogenes (JN862862.1) 
71 96 L T40 (KU317913) 
67 a ae; achromogenes subsp. tomaymyceticus (AB184506.1) 
T21 (KU324453) 
231] 37 Streptomyces phaeofaciens (NR041126.1) 
100 | T9 (KU324450) 


Streptomyces viridocyaneus (KM214825.1) 
100 | T20 (KU317905) 


100 , T38 (KU317912) 
Streptomyces lividans (EU790486.1) 
100 r T45 (KU317917) 
mau nam malachitospinus (NR041423.1) 
00 r T22 (KU324454) 
[1 Streptomyces flavoviridis (EU841559.1) 
25| 99 T6 (KU317902) 
— Streptomyces marokkonensis (KC493997.1) 
53 | T8 (KU324449) 
To Streptomyces albogriseolus (NR112487.1) 
100 p T13 (KU317903) 
! Nocardiopsis prasina (NR044906.1) 


92 


75 


100 


100 


47 — T27 (KU317908) 
100 L- Actinosynnema mirum (KF956730.1) 
Acidimicrobium ferrooxidans (U75647) 


0.005 


图 1 生活 土壤 中 可 培养 放 线 菌 的 系统 发 育 树 


Fig.1 The phylogenetic tree of culturable actinobacteria from living soil 
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和 是 凑 分 别 获 得 15 株 和 17 株 放 线 菌 ( 图 2, 图 3) ,35 AJ BEES Sirepiomyces。 其 中 T23 T26 ,T28 是 生活 土壤 
fido | 36 BE PRU ,S4 S5 、S10 是 生活 土壤 和 上 肠 道 内 容 物 的 共有 菌株 ,F5 、F25 是 肠 道内 容 物 与 归 装 的 共有 戎 
株 。 综 上 可 知 , 蝶 晤 吞食 作用 使 可 培养 放 线 菌 的 种 类 及 数量 降低 ; 链 霉菌 在 旺 电 吞食 土壤 的 3 个 阶段 中 均 是 
优势 菌 ; 链 霉菌 是 土壤 中 分 布 最 广 .数量 最 多 的 放 线 菌 '”] 。 
23 ”克隆 文库 的 构建 

放 线 菌 16S rRNA 基因 特异 性 引物 扩 增 片段 约 为 270bp ,与 预计 片段 大 小 一 致 ,经 连接 转化、 检验 后 ,用 
平板 保存 。 


S6 (KT958875) 

65 |S4 (KT958876) 
Streptomyces flavogriseus (KM678243.1) 

4 | S2 (KT958868) 

S12 (KT958871) 

Streptomyces rubiginosohel volus (KJ632658.1) 
$10 (KT958878) 


81 =" S3 (KT958869) 
Streptomyces olivoviridis (NR112325.1) 


86 r— 813 (KU317899) 
100 L Streptomyces niveus (KF613004.1) 
r— S14 (KT958872) 
100 L Streptomyces chartreusis (HQ607428.1) 
00 r S19 (KT958874) 
Streptomyces lividans (AB184826.1) 
68 , S5 (KT958870) 
100 | 100 |s9(KT958877) 
L Streptomyces marokkonensis (KC493997.1) 


65 100 1S1 (KU317898) 
Streptomyces pilosus (NR041073.1) 


55 Streptomyces malachitospinus (NR041423.1) 
可 S20 (KT958880) 


100, 


S15 (KT958873) 
S16 (KT958879) 
Acidimicrobium ferrooxidans (U75647.1) 


0.005 


2 上 肠 道内 容 物 中 可 培养 放 线 菌 的 系统 发 育 树 


Fig.2 The phylogenetic tree of culturable actinobacteria from intestinal soil 


24 文库 中 操作 分 类 单元 分 析 

281 条 阳性 克隆 序列 经 检验 未 发 现 般 合体 (Chimeria) ,是 颗 生活 土壤 、 肠 道内 容 物 、 果 类 克 隆 文库 中 分 别 
@ 40,20,30 ^ OTUs( € 2) , 
2.5 文库 中 放 线 菌 多 样 性 分 析 

放 线 菌 多 样 性 分 析 结 果 如 表 2: 蝶 电 生 活 土壤 上 肠 道内 容 物 .是 装 克 隆 文库 的 覆盖 率 (C ) 分 别 为 20.0%、 
80.3% 和 66.7% ; 物种 丰富 度 (Species richness) 分别 为 236.0 .44.0 和 44.5; Shannon 指数 (Shannon Index) 分别 
245.279 .2.658 和 3.789 ; Simpson 指数 (Simpson Index ) 分 别 为 0.02815 ,0.18785 和 0.05037, 


表 2 3 种 样品 中 放 线 菌 16S rDNA 文库 克隆 数 和 多 样 性 指数 
Table 2 The number of 16S rDNA clones and diversity Index in the 3 samples 


样品 总 克隆 数 OTU 数 Sx 物种 * 度 Shannon 指数 So 指数 
Total Species Shannon Simpson 
Sample OTUs Coverage/ 96 : . I 
Clones richness index index 
生活 土壤 Living soil 45 40 20 256 5.279 0.02815 
肠 道 内 容 物 Intestinal contents 61 20 80.3 44.0 2.658 0.18785 
J| Feces 51 30 66.7 44.5 3.789 0.05037 
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肠 道 内 容 物 克隆 文库 覆盖 率 最 高 ,该 文库 涵盖 肠 道 内 容 物 中 80.3% 的 放 线 菌 ,生活 土 壤 和 是 装 克 隆 文 库 
包含 相应 环境 中 20.0% 和 66.706 的 放 线 菌 。 物 种 丰 度 是 评 佑 环境 中 放 线 菌 种 类 数 的 一 个 重要 指标 ,对 比 丰富 
度 指数 可 知 ,生活 土壤 中 放 线 菌 种 类 最 多 ,几乎 是 肠 道 内 容 物 和 是 装 中 放 线 菌 种 类 的 5.8 倍 。 香 农 指数 越 大 
说 明 放 线 菌 的 多 样 性 越 高 ,物种 丰 度 和 香农 指数 的 一 致 性 共同 表明 ,生活 土壤 放 线 菌 的 多 样 性 最 高 , 蚌 姜 放 线 
菌 的 多 样 性 居中 , 肠 道 内 容 物 放 线 菌 的 多 样 性 最 低 。 辛 普 森 指数 武大 则 均匀 度 越 高 ,可 见 肠 道内 容 物 放 线 菌 
的 均匀 度 最 高 , 遇 姜 次 之 ,生活 土壤 放 线 菌 的 均匀 度 最 低 。 


68, F1 (KU324431) 
48|! Streptomyces lavendulae (FJA81058.1) 
Streptomyces flavogriseus (KM678243.1) 
F5 (KU324434) 
F21 (KU324442) 
Streptomyces pluricolorescens (HQ607411.1) 
r- F4 (KU324433) 
90] ,F29 (KU324446) 
99] Streptomyces clavifer (NR043507.1) 


5 


9 


37 


F11 (KU324436) 
23 os 
100 | Streptomyces virginiae (FJ792555.1) 


815; F19 (KU324440) 
44 | Streptomyces phaeochromogenes (FI481064.1) 


99 | F31 (KU324447) 
92 | Streptomyces narbonensis (FJ792551.1) 
F12 (KU324437) 
100 | Streptomyces sp. RJA4055 (JX535245.1) 


F24 (KU324444) 
93 — o 
100 | Streptomyces werraensis (HQ607432.1) 


100 r F13 (KU324438) 
L Streptomyces achromogenes subsp.tomaymyceticus (AB184506.1) 
95 — F22 (KU324443) 
99| F18 (KU324439) 

1001 Streptomyces neopeptinius (KJ571076.1) 
100, F3 (KU324432) 
Streptomyces akiyoshiensis (AB184095.2) 
F20 (KU324441) 
8 L Streptomyces lienomycini (EU841554.1) 

100 p F7 (KU324435) 

| Streptomyces malachitospinus (NR041423.1) 

48| —F25 (KU324445) 

100 | Streptomyces lividans (AB184826.1) 

Acidimicrobium ferrooxidans (U75647) 


44 


Si 


0.005 
[一 一 


图 3 归 羔 中 可 培养 放 线 菌 的 系统 发 育 树 


Fig.3 The phylogenetic tree of culturable actinobacteria from earthworm feces 


稀释 性 曲线 显示 (图 4) , 肠 道内 容 物 克隆 文库 的 曲线 已 呈 平 缓 ,所 凑 克 隆 文库 的 曲线 趋 于 平缓 , 而 生活 土 
壤 克 隆 文库 的 曲线 几乎 呈 直 线 。 据 Kemp 2 等 的 理论 可 知 , 肠 道内 容 物 克 隆 文库 基本 涵盖 是 旦 肠 道 内 容 物 所 
有 种 类 的 放 线 菌 ,是 辩 克 隆 文库 涵盖 是 凌 中 大 多 数 种 类 的 放 线 菌 ,但 生活 土壤 克隆 文库 只 涵盖 是 电 生活 土壤 
中 少数 种 类 的 放 线 菌 。 这 一 结果 映 证 是 晤 吞食 作用 使 土壤 放 线 菌 的 多 样 性 降低 , 放 线 菌 的 多 样 性 在 生活 土 
壤 、 曙 凑 和 上 肠 道 内 容 物 中 依次 递减 ,生活 土壤 中 有 更 丰富 的 放 线 菌 资源 。 
2.6” 免 培 养 放 线 菌 16S rDNA 系统 发 育 分 析 

免 培养 放 线 菌 的 系统 进化 树 显 示 ,是 是 生 活 土壤 克隆 文库 含有 40 个 OTUs (45 个 克隆 子 ) ,其 中 11 个 
OTUs( 11 个 克隆 子 ) 属 未 知 放 线 菌 ,1 个 OTU (1 个 克隆 子 ) 属于 酸 微 菌 目 中 的 酸 微 菌 科 ( Acidimicrobiaceae ) , 
28 个 OTUs(33 个 克隆 子 ) 分布 于 放 线 菌 目的 10 个 科 ( 图 5) ,分 别 为 假 诺 卡 氏 菌 科 (Pseudonocardiaceae) Ki 
FER FARE ( Nocardioidaceae ) , W F IS W Ph ( Nocardiaceae )、 微 杆菌 科 ( Microbacteriaceae )、 放 线 菌 科 
( Actinomycetaceae )、 小 单 孢 菌 科 (Micromonosporaceae ) , 47 x: 4T W FP} ( Mycobacteriaceae )、 链 霉菌 科 
( Streptomycetaceae ) .家 村 氏 菌 科 ( Tsukamurellaceae ) 、 动 球菌 科 (Kineococcaceae )。 诺 卡 氏 菌 科 含 7 个 克隆 子 
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(15.696) ,是 生活 土壤 中 的 优势 放 线 菌 群 ,类 诺 卡 氏 菌 


科 和 链 雹 阔 科 分 别 含 6 个 (13%) 和 5 个 克隆 子 (11%)， | cmn 
是 丰 度 中 等 菌 群 , 微 杆菌 科 、 冢 村 氏 菌 科 和 动 球菌 科 各 n 30| 一 DE 
含 1 个 克隆 子 (2% ) 。 sl 
肠 道 内 容 物 克隆 文库 含有 20 个 OTUs(61 个 克隆 Bul 
f) ,其 中 2 个 OTUs 属 未 知 放 线 菌 (2 个 克隆 子 ) ,18 个 ŠG isl 
OTUs(59 个 克隆 子 ) 分 布 于 放 线 菌 目的 6 个 科 (图 6), ER o| 
分 别 是 类 诺 卡 氏 菌 科 ( Nocardioidaceae ) , E 4 i £| ° 5L 
( Streptomycetaceae ) . 诺 卡 氏 菌 科 (Nocardiaceae ) 、 微 杆菌 Zu | | | | | 
科 (Microbacteriaceae) .分支 杆菌 科 ( Mycobacteriaceae ) 和 小 0 10 20 30 40 50 60 
ETE Micromonosporaceae ) 。 微 杆菌 科 合 48 个 克隆 So 
子 (79%) ,是 肠 道内 容 物 中 的 优势 放 线 菌 群 , 诺 卡 氏 菌 图 4 3 种 样品 中 不 可 培养 放 线 菌 的 稀释 性 曲线 


科 含 4 个 克隆 子 (6.6%) ,是 丰 度 中 等 菌 群 ,分 支 杆菌 科 — Fig Rarefaction curve of unculturable actinobacteria at 3 
含 1 个 克隆 子 (1.6%) ,余下 3 科 各 含 2 个 克隆 子 l samples 
(3.3% ) 。 

WEEE A38 30 个 OTUs(51 个 克隆 子 ) ,其 中 5 个 OTUs 属 未 知 放 线 菌 (6 个 克隆 子 ) ,25 个 OTUs 
分 布 于 放 线 菌 目的 6 个 科 ( 图 7) ,分 别 是 类 诺 卡 氏 菌 科 ( Nocardioidaceae) BE PS Ë|l( Streptomycetaceae ) WF 
RE P ( Nocardiaceae )、 微 杆菌 科 ( Microbacteriaceae ) , 4) 4 TF W fF ( Mycobacteriaceae ) AI f EE ps P} 
(Glycomycetaceae) 。 链 霉菌 科 含 15 个 克隆 子 (29% ) , Ze B rp BS DC 28 u A E, PA FF 8 FL S 13 个 克隆 子 
U (25.596) , 古 丰 度 中 等 菌 群 , 糖 霉菌 科 仅 含 1 个 克隆 子 (2%) 。 
o ZKE PJAN, Br do] A: T5 3-936 CE EE BU) 中 , 放 线 菌 多 样 性 最 高 ,未知 放 线 菌 数量 最 多 ;土壤 经 吞食 作用 进入 是 
| BUE CREE HP) 导致 放 线 菌 多 样 性 降 至 最 低 ,未 知 放 线 菌 数量 又 减 ;土壤 以 旦 装 ( 吞食 后 ) 形 式 排出 , 放 线 菌 
多 样 性 回升 ,未 知 放 线 菌 数量 明显 增加 。 此 外 ,3 个 阶段 中 优势 菌 群 也 有 明显 波动 , 诺 卡 氏 菌 科 、 微 杆菌 科 和 
链 霉菌 科 分 别 是 吞食 前 .中 后 期 的 优势 菌 群 , 且 庄 卡 氏 瑚 科 在 3 个 阶段 均 有 广泛 分 布 。 
27 土壤 基本 理化 因子 的 主 成 分 分 析 

旺 曙 吞食 过 程 中 ,土壤 各 理化 性 质 共 同 影响 放 线 菌 多 样 性 ,因而 选择 主 成 分 分 析 法 进行 多 元 统计 分 析 , 利 
O ”用 降 维 思想 找 出 主要 影响 因子 。 根 据 主 成 分 分 析 原 理 , 当 累积 方差 贡献 率 大 于 85% 时 可 基本 反映 系统 的 变 

异 信息 。 对 8 个 土壤 基本 理化 因子 进行 主 成 分 分 析 ,结果 ( 表 3) 显示 8 个 土壤 基本 理化 因子 可 分 为 2 个 成 


RI 主 成 分 (PCA) 的 因子 载荷 量 、 特 征 根 与 贡献 率 


Table 3 Factor loading, eigenvalue and cumulative percentage of principal component analysis 


因子 Factors 成 分 Components 因子 Factors 成 分 Components 

1 2 1 2 
EA Total N 1.000 0.009 有 效 磷 Available P 0.999 —0.049 
速效 钾 Available K 0.997 -0.077 全 钾 Total K 0.997 -0.080 
有 机 质 Totalorganic C 0.932 -0.362 pH -0.817 -0.577 
速效 氮 Available N 0.709 0.705 全 磷 Total P -0.508 0.862 
特征 根 Eigenvalue 6.283 1.717 贡献 率 Percent/% 78.535 21.465 
累积 贡献 率 Cumlative/% 78.535 100.000 


分 ,特征 根 均 大 于 1。 主 成 分 1 PER AAWE EA .速效 钾 、 有 机 质 载 谷 量 均 超过 0.900 ,说 明 主 成 分 1 为 全 
所、 有 效 磅 、 钾 素 和 有 机 质 的 综合 因子 ,其 中 全 气 、\ 有 效 磷 的 载荷 量 在 主 成 分 1 中 最 大 ; 主 成 分 2 PE RI 
AK .pH 载荷 量 较 大 ,其 中 全 磷 的 载荷 量 最 大 。 主 成 分 1 贡献 率 为 78.835% , ERI 2 的 贡献 率 为 21.465% , E 
成 分 1 贡献 率 最 大 ,说 明 全 所 ` 有 效 磷 、 全 钾 .速效 钾 和 有 机 质 对 旺 虹 吞食 过 程 中 放 线 菌 多 样 性 变化 起 主要 
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T62 (KU378188) 
T6 (KU378161) 
Pseudonocardia seranimata (NR108393.1) 
99 — Nocardia salmonicida (KP890675.1) 
L— T80 (KU378199) 
16 Nocardia farcinica (KT003513.1) 

ES T79 (KU378198) 

90 —— Mycobacterium sp. SA13 (KJ599866.1) 
L— T61 (KU378187) 
- Mycobacterium parascrofulaceum (KT020753.1) 
T60 (KU378186) 
68 , T7 (KU378162) 
44 [d Marmoricola sp. CNJ780 (DQ448720.1) 
T78 (KU378197) 

291 Nocardioides sp. NCCP-1277 (LC065304.1) 
94 , T46 (KU378179) 

70| ([—74 Nocardioidaceae bacterium StTD747 (LC025481.1) 
8 , T23 (KU378167) 


9 
61 Nocardioides sp. A2b-8 (HG738936.1) 
62 T35 (KU378175) 
Nocardioides sp. HJB013 (HQ331112.1) 


8 
T69 (KU37819 Ü 
97 | Tsukamurella strandjordii (KR476462.1) 
88 — 125 (KU378168) 
63 | | Rhodococcus erythropolis (KR906527.1) 
T34 (KU378174) 
ET Rhodococcus fascians (KT265316.1) 
96 , T51 (KU378183) 
0 Uncultured actinobacterium (EF650990.1) 
T63 (KU378189) 
T28 (KU378170) 
uL Uncultured actinomycete (7X507173.1) 
33 | 18 99 , T30 (KU378172) 
Microbacterium oxydans (LN880084.1) 
59 —— v T42 (KU378178) 
32 L Streptomyces toxytricini (GQ282615.1) 
T26 (KU378169) 
69 | Streptomyces parvulus (3X007952.1) 
36 | T38 (KU378177) 
T76 (KU378196) 
86 ,———— T19 (KU500558) 
Quadrisphaera granulorum (AM887695.2) 
66 T10 (KU378164) 
60 Nl Streptoalloteichus tenebrarius (NR112665.1) 
T11 (KU378165) 
86! Uncultured actinobacterium (JX011123.1) 
73, T40 (KU587509) 
! Uncultured actinobacterium (KJ849375.1) 
T73 (KU378193) 
- 8{ Longispora fulva (NR112890.1) 
99 , T65 (KU378190) 
Uncultured Actinomycetales (FJ542936.1) 
16] —— T72 (KU378192) 
T9 (KU378163) 
al P 76' Uncultured actinobacterium (KM497153.1) 
Uncultured Micromonospora (GU219895.1) 
T56 (KU378185) 
60 | 136 (KU378176) 
99 | [umatobacter fluminis (JQ899254.1) 
99 , T21 (KU378166) 
L Uncultured actinobacterium (EU715947.1) 
99 Uncultured actinobacterium (JX442812.1) 
52 r————ra (KU378180) 
— Uncultured actinobacterium (EF651365.1) 
991 T29 (KU378171) 
34 [————————— Uncultured Streptomyces (KT151412.1) 
T39 (KU587508) 


99 


93 


34 


34 


67 
— 155 (KU378184) 
T75 (KU378195) 


73 9] — Uncultured Actinocatenispora (GU047528.1) 
T33 (KU378173) 


99 — T49 (KU378181) 
L—— Uncultured Actinomyces (KM205550.1) 


0.01 79 


图 5 生活 土壤 16S rDNA 克隆 文库 序列 构建 系统 发 育 树 
Fig.5 The phylogenetic tree structured by 16S rDNA clone library from living soil 


作用 。 
28 土壤 理化 性 质 与 放 线 菌 多 样 性 的 相关 性 分 析 
根据 主 成 分 分 析 结 果 ,分 析 理 化 性 质 与 多 样 性 的 相关 性 ,结果 如 表 4 所 示 ,可 知 放 线 菌 的 物种 丰富 度 与 土 
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98 [— N44 (KU378125) 
78 Microbacterium trichothecenolyticum (KJ591018.1) 
N62 (KU587505) 
5] Microbacterium flavescens (KC485334.1) 
N10 (KU378117) 
1 | Microbacterium hominis (KM096603.1) 
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6 肠 道 内 容 物 16S rDNA 克隆 文库 序列 构建 系统 发 育 树 
Fig.6 The phylogenetic tree structured by 16S rDNA clone library from intestinal soil 


壤 有 效 磷 含 量 呈 显著 负 相关 性 ,相关 系数 为 -0.998; 与 土壤 全 所 含量 呈 极 显著 负 相关 性 ,相关 系数 为 -1, 可 知 
土壤 有 效 秦 和 全 撮合 量 升 高 使 十 壤 放 线 菌 物种 数 降低 。 另 外 pH 有机质、 速效 氢 、 速 效 钾 、 全 钾 等 含量 均 与 放 
线 菌 多 样 性 具有 深刻 的 相关 性 ,说 明 是 曙 知 食 土 壤 过 程 中 ,土壤 理化 性 质 与 放 线 菌 多 样 性 相互 影响 。 


3 讨论 


3.1 土壤 理化 性 质 的 变化 

本 研究 发 现 , 蝗 曙 | 生活 土壤 ( 否 食 前 ) 各 理化 指标 含量 均 偏 低 , 肠 道内 容 物 ( 否 食 中 ) 速效 氮 仿 量 最 高 , 晤 
凑 ( 否 食 后 ) 的 有 机 质 \ 全 毛 、 全 钾 、 有 效 磷 、 速 效 钾 售 量 均 最 高 ,说 明星 里 否 食 土 壤 使 土 霹 有 效 成 分 明显 增加 ， 
能 显著 增强 土壤 肥力 ,可 将 晤 数 作 为 优质 有 机 肥 应 用 于 土壤 改良 培 肥 与 作物 增产 :” 。 土 壤 理化 性 质 的 主 成 
分 分 析 及 其 与 放 线 甸 多 样 性 的 相关 性 发 现 ,在 虹 归 吞食 土壤 过 程 中 ,土壤 的 全 损 、 有 效 磷 含 量 可 能 与 放 线 菌 多 
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菌 种 类 的 影响 。 


图 7 !5|#š 16S rDNA 克隆 文库 序列 构建 系统 发 育 树 
The phylogenetic tree structured by 16S TDNA clone library from earthworm feces 
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表 4 3 种 样品 放 线 菌 多 样 性 指数 与 土壤 理化 性 质 相关 性 分 析 
Table 4 Correlation analysis between the diversity indexes and soil physical-chemical properties of 3 samples 


有 机 质 


项 目 H ural < 速效 氮 “P 速效 钾 有 效 磷 “P 

Item P s Total N Available N Total P Available K Available P Total K 
organic C 

覆盖 率 Coverage —0.925 0.828 0.977 0.849 —0.302 0.954 0.963 0.954 

物种 丰 度 Species richness 0.823 —0.928 -1.000 ** -0.717 0.498 —0.996 -0.998 * -0.996 

Shannon 指数 Shannon index 0.987 —0.68 —0.903 —0.947 0.079 —0.862 —0.876 —0.861 

Simpson 指数 Simpson index 一 0.952 0.27 0.607 0.989 0.385 0.536 0.56 0.534 


* 两 者 之 间 在 P<0.05 水 平 上 显著 相关 ; * * 两 者 之 间 在 P<0.01 水 平 上 极 显著 相关 


3.2” 放 线 于 多 样 性 的 变化 

本 研究 纯 培 养 法 和 免 培养 法 均 证 实 , 放 线 菌 的 多 样 性 在 生活 土壤 (吞食 前 ) WAR ) 和 肠 道 内 容 物 
(吞食 中 ) 中 依次 递减 。 原 因 可 能 是 土壤 进入 厌 氧 环境 导致 放 线 菌 多 样 性 降低 2 ; 同时 ,是 是 依靠 吞食 大 量 
富 含 微生物 的 土壤 颗粒 维持 生存 '” ,吞食 过 程 中 肠 道内 的 纤维 素 酶 .蛋白酶 和 磷酸 酶 可 能 会 使 士 壤 中 部 分 敏 
感 微生物 减少 ;并 且 通 过 克隆 文库 法 发 现 ,生活 土壤 中 少量 存在 的 微 杆菌 科 ( Microbacteriaceae ) 在 肠 道内 
容 物 中 为 绝对 优势 放 线 菌 5 而 生活 土壤 和 肠 道 内 容 物 中 少量 存在 的 链 霉菌 属 ( Streptomycetaceae ) TE 36 [ii 中 为 
优势 放 线 菌 ,推测 土壤 中 部 分 放 线 菌 在 肠 道 中 大 量 扩 增 ,导致 肠 道 内 容 物 和 旦 凌 放 线 菌 多 样 性 降低 。 电 凌 放 
线 菌 多 样 性 略 高 于 肠 道内 容 物 ,可 能 因 新 鲜 是 装 所 处 的 有 氧 环 境 导致 放 线 菌 多 样 性 回升 。 本 研究 中 放 线 菌 多 
样 性 的 变化 趋势 与 Furlong ^ ^ 通过 克隆 文库 法 进行 研究 的 结果 一 致 。Parthasarati 等 人 通过 可 培养 法 所 得 结 
果 与 本 研究 不 一 致 ” ,可 能 由 于 是 是 种 类 及 培养 基 不 同 造成 5 。 

主 成 分 分 析 表 明 ,土壤 全 扼 、\ 有 效 磷 、 全 钾 .速效 钾 和 有 机 质 对 旺 归 吞食 过 程 中 放 线 天 多 样 性 变化 影响 较 
大 ;土壤 理化 性 质 与 放 线 菌 多 样 性 的 相关 性 分 析 表 明 土 壤 有 效 磷 、 全 氮 含 量 升 高 导致 放 线 菌 多 样 性 显著 降低 。 
两 种 分 析 均 表明 在 虹 量 吞食 过 程 中 放 线 再 多 样 性 受 土壤 理化 性 质 的 影响 。 

经 克隆 文库 法 发 现 ,是 电 生 活 土壤 (甜食 前 ) 、 肠 道内 容 物 (吞食 中 ) 和 颗 凑 (吞食 后 ) 中 的 放 线 菌 主 要 分 
布 在 放 线 菌 目 ,与 Knapp 等 人 的 研究 结果 一 致 。 此 外 , 蝗 曙 吞食 过 程 3 个 阶段 的 优势 菌 群 有 明显 波动 V 
卡 氏 菌 科 为 吞食 前 优势 菌 群 ; 微 杆菌 属 在 甜食 前 仅 占 2% ,在 中 期 数量 又 增 至 79% ,是 优势 菌 群 ,在 后 期 数量 
又 减 至 25.5% ,这 与 Huang 报道 的 一 致 ,推测 微 杆 菌 属 放 线 菌 有 助 于 植物 性 食物 的 分 解 ;吞食 中 期 链 霉 菌 
科 分 布 很 少 ,后 期 数量 明显 增加 , 环 毛 果 的 肠 道 环 境 可 能 利于 微 杆 菌 科 放 线 阔 的 繁殖 ,对 链 霉 菌 科 放 线 菌 的 生 
存 、 繁 殖 有 明显 的 抑制 作用 。 

纯 培 养 法 是 获得 功能 放 线 于 的 必要 手段 ,本 研究 共 获 得 59 FORCE A , ERE Ps rH 96.6% , Mrs] o 38 S 
种 特殊 生境 中 获得 的 链 霉 菌 可 能 具备 更 强 的 活性 和 功能 。 有 研究 报道 ,图 2 中 Streptomyces flavogriseus 能 产 抗 
gs I ,可 见 其 亲缘 菌 S2、S4、56 很 可 能 具有 产 抗 霉 素 的 能 力 , 有 待 后 续 研 究 。 

综 上 ,本 研究 通过 可 培养 法 与 克隆 文库 法 探 明 了 是 是 吞食 前 .中 、 后 阶段 土壤 放 线 菌 多 样 性 及 土壤 理化 性 
质 的 变化 特征 , 主 成 分 分 析 与 相关 性 分 析 可 知 全 和 氮 有 效 爸 含 量 显著 影响 放 线 菌 多 样 性 ;进一步 完善 了 旺 果 |、 
土壤 和 放 线 菌 3 者 间 的 相互 关系 ,为 动物 -微生物 联合 治理 环境 保护 土壤 生态 环境 提供 理论 依据 。 
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